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[摘　 要] 　 目的　 探究在载脂蛋白 Ｅ 基因敲除小鼠(ＡｐｏＥ－ / － 小鼠)颈总动脉粥样硬化(Ａｓ)不同阶段自噬水平的

变化情况ꎮ 方法　 ４０ 只 ６ 周龄雄性 ＡｐｏＥ－ / －小鼠随机分为对照组(１０ 只)与模型组(３０ 只ꎬ套管后平均分为 ３ 组ꎬ分
别在套管 ２ 周、４ 周、８ 周后处死)ꎮ 股动脉取血进行血脂检测ꎻ光镜和透射电镜观察右侧颈总动脉显微和超微结

构ꎻ实时荧光定量 ＰＣＲ(ｑＲＴ￣ＰＣＲ)和 Ｗｅｓｔｅｒｎ ｂｌｏｔ 检测右侧颈总动脉组织中 ＡＴＧ５、Ｂｅｃｌｉｎ１、ＬＣ３￣Ⅱ的 ｍＲＮＡ 水平和

蛋白的相对表达量ꎮ 结果 　 随着套管手术时间增加ꎬＡｐｏＥ－ / － 小鼠血清总胆固醇(ＴＣ)、低密度脂蛋白胆固醇

(ＬＤＬＣ)水平逐渐升高(Ｐ<０.０５)ꎮ 光镜观察显示ꎬ对照组管壁结构较为完整ꎬ弹性膜完整且较丰富ꎻ但是随着套管

时间的增加ꎬ管壁逐渐加厚ꎬ弹性膜结构逐渐破坏ꎬ泡沫细胞、炎性细胞浸润逐渐增多ꎬ管腔逐渐狭窄ꎮ 透射电镜观

察显示ꎬ随着套管时间增加ꎬ小鼠右侧颈总动脉巨噬细胞内脂滴数目逐渐增多ꎬ自噬体数目在术后 ４ 周时最高ꎮ
ｑＲＴ￣ＰＣＲ 及 Ｗｅｓｔｅｒｎ ｂｌｏｔ 结果显示ꎬ右侧颈总动脉组织中 ＡＴＧ５、Ｂｅｃｌｉｎ１、ＬＣ３￣Ⅱ的 ｍＲＮＡ 和蛋白的相对表达量在术

后 ４ 周时最高(Ｐ<０.０５)ꎮ 结论　 随着 ＡｐｏＥ－ / －小鼠颈总动脉 Ａｓ 的形成自噬持续被激活ꎬ自噬水平在 Ａｓ 某一时间

点(术后 ４ 周)达到峰值ꎬ而后逐渐降低ꎮ
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ｔｏｐｈａｇｙ ｗａｓ ｃｏｎｔｉｎｕｏｕｓｌｙ ｓｔｉｍｕｌａｔｅｄ ｄｕｒｉｎｇ Ａｓ ｆｏｒｍａｔｉｏｎꎬ ｈｏｗｅｖｅｒꎬ ｔｈｅ ｌｅｖｅｌｓ ｏｆ ａｕｔｏｐｈａｇｙ ｗｉｌｌ ｄｅｃｒｅａｓｅ ａｆｔｅｒ ｒｅａｃｈｉｎｇ ｔｈｅ
ｐｅａｋ ａｔ ａ ｔｉｍｅ.

　 　 动脉粥样硬化( ａｔｈｅｒｏｓｃｌｅｒｏｓｉｓꎬＡｓ)是引起心肌

梗死、外周动脉疾病的主要原因[１]ꎮ 自噬现象是指

细胞内的一个由自噬相关基因 ( ａｕｔｏｐｈａｇｙ￣ｒｅｌａｔｅｄ
ｇｅｎｅｓꎬ ＡＴＧ)控制的识别、标记、运输、降解细胞内的

细胞器碎片以及吞噬到细胞内的细菌、异物的动态

过程[２￣３]ꎮ 国内外的众多研究已经证明ꎬ自噬体存

在于参与 Ａｓ 形成过程的多种细胞内ꎬ 如内皮细胞、
平滑肌细胞、巨噬细胞等[４]ꎮ 而且ꎬ 在体外巨噬细

胞培养过程中发现ꎬ自噬参与了细胞内胆固醇的逆

向转运和脂滴的降解过程[５]ꎮ 但是ꎬ关于在 Ａｓ 形

成的不同阶段自噬水平动态变化的研究ꎬ目前尚未

见文献报道ꎮ 基于本团队之前 Ａｓ 动物模型的实验

研究[６￣７]ꎬ本实验通过采用高脂饮食联合颈总动脉

套管的方法建立 Ａｓ ＡｐｏＥ－ / －小鼠模型ꎬ以探究在颈

总动脉 Ａｓ 形成的不同时间点自噬水平的动态变化

规律ꎬ并据此推测自噬在 Ａｓ 不同阶段的可能作用机

制ꎬ及其潜在的应用价值ꎮ

１　 材料和方法

１.１　 实验动物

　 　 雄性 ６ 周龄 ＳＰＦ 级 ＡｐｏＥ－ / － 小鼠(体重 １８ ~ ２２
ｇ)及高脂饲料(０.２５％胆固醇＋１５％脂肪)购于北京

华阜康生物科技股份有限公司ꎮ
１.２　 实验试剂、仪器

反转录试剂盒 Ｎｏ.ＲＲ０４７ａ、实时荧光定量试剂

盒 Ｎｏ.４２０ａ、ＴＲＩＺＯＬ、ＲＩＰＡ 裂解液、０.４５ μｍ ＰＶＤＦ
膜购于大连 Ｔａｋａｒａ 公司ꎻ实时荧光定量用 ｍＲＮＡ
(ＡＴＧ５、Ｂｅｃｌｉｎ１、ＬＣ３、ＧＡＰＤＨ)引物购于上海生工生

物工程股份有限公司ꎻＡＴＧ５、Ｂｅｃｌｉｎ１、ＬＣ３ 抗体购于

美国 ＣＳＴ 公司ꎻＥＣＬ 化学发光液购于武汉博士德生

物工程有限公司ꎻ低温高速离心机购于力康生物医

疗科技控股有限公司ꎻ反转录仪购于天根生化科技

有限公司ꎻ实时荧光定量仪 ＦＴＣ￣３０００ 购于 Ｆｕｎｇｌｙｎ
Ｂｉｏｔｅｃｈꎻ蛋白 电 泳 仪、 电 转 仪 购 于 美 国 Ｂｉｏ￣Ｒａｄ
公司ꎮ
１.３　 Ａｓ 动物模型制备

１.３.１　 动物分组　 　 ４０ 只 ６ 周龄 ＳＰＦ 级 ＡｐｏＥ－ / －小

鼠单笼饲养ꎬ２２~ ２５℃ꎬ每天自由饮水及 １２ ｈ 光照ꎬ

普通适应性喂养 ２ 周后ꎬ随机分为对照组(１０ 只)和
模型组(３０ 只)ꎬ所有小鼠在第 ２ 周末进行手术ꎮ
１.３.２　 右侧颈总动脉套管　 　 所有小鼠术前 １２ ｈ
禁食(正常饮水)ꎮ 腹腔注射 １０％水合氯醛 ( ０. ３
ｍＬ / １００ ｇ)ꎬ完全麻醉后将小鼠仰卧固定在用 ７５％
酒精消毒后的固定板上ꎬ颈部脱毛消毒后用灭菌手

术剪(高压湿热灭菌ꎬ１２０℃ꎬ２０ ｍｉｎ)将小鼠颈部皮

肤剪开 ２ ｃｍ 切口ꎬ玻璃分针拨开皮下组织ꎬ找到颈

动脉鞘ꎬ沿鞘中央闭合处打开颈动脉鞘ꎬ找到并分

离出右侧颈总动脉ꎬ注意不要损伤气管及周边的迷

走神经ꎬ将灭菌过的长约 ０.３ ｃｍ、内径 ０.３ ｍｍ 的硅

胶管套置于右侧颈总动脉外围ꎬ硅胶管外用 ３ 根丝

线固定(对照组做颈动脉旁放置硅胶管处理)ꎬ将分

离的组织闭合后缝合切口并做好伤口的清洁ꎮ
１.３.３　 动物术后处理 　 　 术后对照组小鼠继续给

予普通饮食ꎬ８ 周后处死ꎻ模型组小鼠随机平均分为

模型组 ２ 周、模型组 ４ 周、模型组 ８ 周ꎬ给予高脂饮

食并在颈总动脉套管手术后 ２ 周、４ 周、８ 周后ꎬ分别

处死ꎮ
１.３.４　 动物处死及取材　 　 所有小鼠处死前 １２ ｈ
禁食(正常饮水)ꎬ小鼠腹腔注射 １０％水合氯醛(０.３
ｍＬ / １００ ｇ)麻醉后固定ꎬ剪断股动脉取血(约 ０.５ ~
１.０ ｍＬ)ꎬ检测 ＡｐｏＥ－ / － 小鼠血清甘油三酯(ＴＧ)、总
胆固醇(ＴＣ)及低密度脂蛋白胆固醇(ＬＤＬＣ)的浓

度ꎻ分离并取出约 ２ ｃｍ 长右侧颈总动脉ꎬ取下硅胶

管ꎬ用生理盐水清洗以待下一步实验ꎮ
１.４　 病理切片与超薄切片的制备

１.４.１　 颈总动脉组织病理切片的制备 　 　 离体的

血管用生理盐水清洗后立即浸入 ３０％甲醛溶液固

定ꎬ经过梯度酒精脱水、浸蜡包埋、切片及苏木精和

伊红染色后ꎬ用光学显微镜观察颈总动脉血管的结

构变化ꎮ
１.４.２　 颈总动脉超薄切片的制备 　 　 离体的血管

用生理盐水清洗后立即浸入 ３％戊二醛固定ꎬ梯度

乙醇丙酮脱水ꎬ经环氧树脂包埋ꎬ定位、修块ꎬ超薄

切片及柠檬酸铅染色后ꎬ用透射电镜观察颈总动脉

巨噬细胞的超微结构变化ꎮ
１.５　 实时荧光定量 ＰＣＲ 检测

实时荧光定量 ＰＣＲ 检测颈总动脉组织中
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ＡＴＧ５、Ｂｅｃｌｉｎ１、ＬＣ３￣ⅡｍＲＮＡ 的表达ꎮ 每组精确称

量右侧颈总动脉组织约 ２０ ｍｇꎬ用 Ｔｒｉｚｏｌ 提取血管组

织中的总 ＲＮＡꎬ测定总 ＲＮＡ 浓度及纯度ꎬ然后取 １
μｇ 总 ＲＮＡ 两步法 (去 ＤＮＡ、反转录) 反转录成

ｃＤＮＡꎬ随后以 ｃＤＮＡ 为模版采用 ＳＹＢＲ Ｇｒｅｅｎ 进行

实时荧光定量 ＰＣＲ 反应ꎬ以 ＧＡＰＤＨ 为内参ꎬ结果

分析计算采用 ２－ΔΔＣｔ [８]ꎮ 反应条件为:预变性 ９５℃
３０ ｓꎬ变性 ９５℃ ５ ｓꎬ退火 ６０℃ ２０ ｓꎬ共 ４０ 个循环ꎮ
ｍＲＮＡ 引物序列如下ꎬＡＴＧ５:上游 ５′￣ＡＴＧ ＴＣＡ ＣＣＣ
ＴＴＴ ＴＧＣ ＴＴＣ ＡＡＴ Ｃ￣３′ꎻ下游 ５′￣ＡＧＣ ＣＣＡ ＧＴＴ
ＧＣＣ ＴＴＡ ＴＣＴ ＡＡＴ Ｃ￣３′ꎮ Ｂｅｃｌｉｎ１: 上 游 ５′￣ＣＴＧ
ＧＧＧ ＡＣＣ ＴＴＴ ＴＴＧ ＡＣＡ ＴＣ￣３′ꎻ下游 ５′￣ＴＴＧ ＣＧＧ
ＴＴＣ ＴＴＴ ＴＣＣ ＡＣＧ ＴＣ￣３′ꎮ ＬＣ３￣Ⅱ: 上游 ５′￣ＡＡＴ
ＣＣＣ ＧＧＴ ＧＡＴ ＡＡＴ ＡＧＡ ＡＣ￣３′ꎻ下游 ５′￣ＴＴＴ ＣＡＴ
ＣＣＣ ＧＡＡ ＣＧＴ ＣＴＣ Ｃ￣３′ꎻ ＧＡＰＤＨ: 上 游 ５′￣ＴＧＡ
ＡＧＧ ＴＣＧ ＧＡＧ ＴＣＡ ＡＣＧ ＧＡＴ ＴＴＧ ＧＴ￣３′ꎻ下游 ５′￣
ＡＡＡ ＴＧＡ ＧＣＣ ＣＣＡ ＧＣＣ ＴＴＣ ＡＴＧ￣３′ꎮ
１.６　 Ｗｅｓｔｅｒｎ ｂｌｏｔ 检测

Ｗｅｓｔｅｒｎ ｂｌｏｔ 检 测 颈 总 动 脉 组 织 中 ＡＴＧ５、
Ｂｅｃｌｉｎ１、ＬＣ３￣Ⅱ蛋白的表达ꎮ 每组精确称量右侧颈

总动脉约 ２０ ｍｇꎬ用加磷酸酶抑制剂的组织裂解液

提取血管组织中的总蛋白ꎬＢＣＡ 法检测蛋白浓度ꎻ
取 ２０ μｇ 总蛋白样品进行 ＳＤＳ 聚丙烯酰氨凝胶电泳

分析(８０ Ｖ 电泳 ３０ ｍｉｎ 后进入分离胶ꎬ１２０ Ｖ 电泳 １
ｈ 至胶下端 １ ｃｍ 左右)、转膜(２００ ｍＡꎬ９０ ｍｉｎ)ꎬ随
后将 ＰＶＤＦ 膜用含 ５％脱脂奶粉的 ＴＢＳＴ 室温下封

闭 ２ ｈꎬ 加一抗(１ ∶ １ ０００)室温下摇晃 ２ ｈꎬ４℃冰箱

过夜ꎻＴＢＳＴ 液洗膜(１０ ｍｉｎ × ３ 次)ꎬ加二抗(１ ∶ ５
０００)室温下摇晃 ２ ｈꎻＴＢＳＴ 液洗膜(１０ ｍｉｎ×３ 次)后
用 ＥＣＬ 法显影ꎬ分析条带灰度ꎬ 以目的条带与

ＧＡＰＤＨ 的灰度比值来表示蛋白相对表达量ꎮ
１.７　 统计学分析

应用 ＳＰＳＳ１９.０ 软件进行统计学处理ꎬ数据以ｘ±
ｓ 表示ꎮ 多组间比较采用单因素方差分析ꎬ组内两

两比较采用 ＬＳＤ 法ꎮ 以 Ｐ<０.０５ 为差异具有统计学

意义ꎮ

２　 结　 果

２.１　 ＡｐｏＥ－ / －小鼠血脂检测

模型组 ＡｐｏＥ－ / －小鼠血清 ＴＧ、ＴＣ、ＬＤＬＣ 水平较

对照组均明显升高(Ｐ<０.０５)ꎮ 而且ꎬ随着颈总动脉

套管手术时间的延长ꎬ血清 ＴＣ、ＬＤＬＣ 水平均逐渐升

高ꎬ模型组 ８ 周血清 ＴＣ、ＬＤＬＣ 水平高于模型组 ４
周、模型组 ２ 周(Ｐ < ０. ０５)ꎬ模型组 ４ 周血清 ＴＣ、

ＬＤＬＣ 水平高于模型组 ２ 周(Ｐ<０.０５ꎬ表 １)ꎮ

表 １. 各组 ＡｐｏＥ－ / －小鼠血脂水平的比较(ｘ±ｓꎬ ｍｍｏｌ / Ｌ)
Ｔａｂｌｅ １. Ｃｏｍｐａｒｉｓｏｎ ｏｆ ｌｉｐｉｄ ｌｅｖｅｌｓ ｉｎ ＡｐｏＥ－ / － ｍｉｃｅ ｏｆ ｅａｃｈ
ｇｒｏｕｐ(ｘ±ｓꎬ ｍｍｏｌ / Ｌ)

分组 ｎ ＴＧ ＴＣ ＬＤＬＣ

对照组 １０ １.５１±０.４５ １０.０６±１.１２ １.２３±０.９０
模型组 ２ 周 １０ ３.７７±１.３３ａ ２３.６３±０.８０ａｂ ７.８４±１.２７ａｂ

４ 周 １０ ３.４７±１.４１ａ ２５.７５±０.７２ａｂ ９.４２±１.１２ａｂ

８ 周 １０ ３.７９±１.２５ａ ２７.１８±０.５４ａｂ １６.９６±４.１３ａｂ

ａ 为 Ｐ<０.０５ꎬ与对照组比较ꎻ ｂ 为 Ｐ<０.０５ꎬ模型组组内比较ꎮ

２.２　 各组组织病理学观察结果

通过光学显微镜观察 ＡｐｏＥ－ / －小鼠右侧颈总动

脉 ＨＥ 切片发现ꎬ对照组(图 １Ａ)血管管壁较薄ꎬ内
膜较平滑ꎬ 弹性膜排列紧密连续ꎬ管腔无明显变化ꎮ
模型组 ２ 周(图 １Ｂ)管壁仍较薄ꎬ弹性膜结构仍较完

整ꎬ但部分管壁变厚并且可见有少量细胞浸润ꎮ 模

型组 ４ 周(图 １Ｃ)血管管壁结构较凌乱、弹性膜结构

破坏ꎬ管壁内见有泡沫细胞、炎性细胞浸润ꎬ管腔内

有血栓形成ꎮ 模型组 ８ 周(图 １Ｄ)内膜明显增厚ꎬ并
见有大量泡沫细胞、炎性细胞浸润ꎬ弹性膜结构明

显减少ꎬ管腔狭窄ꎮ

图 １. 各组 ＡｐｏＥ－ / －小鼠右侧颈总动脉组织病理学观察(ＨＥꎬ
×４００)　 　 Ａ 为对照组ꎬＢ 为模型组 ２ 周ꎬＣ 为模型组 ４ 周ꎬＤ 为模

型组 ８ 周ꎮ

Ｆｉｇｕｒｅ １. Ｐａｔｈｏｌｏｇｉｃａｌ ｏｂｓｅｒｖａｔｉｏｎ ｏｆ ｔｈｅ ｃｏｍｍｏｎ ｃａｒｏｔｉｄ
ａｒｔｅｒｙ ｗｉｔｈ ｈｅｍａｔｏｘｙｌｉｎ￣ｅｏｓｉｎ ｓｔａｉｎｉｎｇ ｉｎ ＡｐｏＥ－ / － ｍｉｃｅ
(ＨＥꎬ ×４００)

２.３　 透射电镜观察结果

透射电镜结果显示ꎬ对照组(图 ２Ａ)巨噬细胞
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结构完整ꎬ细胞内无明显脂滴形成ꎻ模型组 ２ 周(图
２Ｂ)巨噬细胞结构仍较完整ꎬ细胞内见有少量脂质

积聚形成的脂滴( ｌｄ 标记)及自噬体结构(箭头标

记)ꎻ模型组 ４ 周(图 ２Ｃ)巨噬细胞内含有大量脂

滴ꎬ与模型组 ２ 周比较ꎬ自噬体数目明显增加ꎻ模型

组 ８ 周(图 ２Ｄ)巨噬细胞内脂滴数目较模型组 ４ 周

增加ꎬ但与模型组 ４ 周比较ꎬ自噬体的数目有所

减少ꎮ

图 ２. 各组 ＡｐｏＥ－ / －小鼠右侧颈总动脉巨噬细胞超微结构

Ａ 为对照组ꎬＢ 为模型组 ２ 周ꎬＣ 为模型组 ４ 周ꎬＤ 为模型组 ８ 周ꎮ 　
ｌｄ 标记为脂滴ꎬ箭头标记为自噬体ꎮ

Ｆｉｇｕｒｅ ２. Ｕｌｔｒａｓｔｒｕｃｔｕｒａｌ ｆｅａｔｕｒｅｓ ｏｆ ｔｈｅ ｍａｃｒｏｐｈａｇｅｓ ｉｎ ｔｈｅ
ｃｏｍｍｏｎ ｃａｒｏｔｉｄ ａｒｔｅｒｙ ｉｎ ＡｐｏＥ－ / － ｍｉｃｅ

２.４ 　 各组自噬相关因子 ＡＴＧ５、 Ｂｅｃｌｉｎ１、 ＬＣ３￣Ⅱ
ｍＲＮＡ 水平的比较

ｑＲＴ￣ＰＣＲ 结果显示ꎬＡｐｏＥ－ / －小鼠进行右侧颈总

动脉 套 管 术 后 ２ 周 时ꎬ 自 噬 相 关 因 子 ＡＴＧ５、
Ｂｅｃｌｉｎ１、ＬＣ３￣Ⅱ的 ｍＲＮＡ 相对表达水平与对照组比

较无显著差异(Ｐ>０.０５)ꎮ 术后 ４ 周、８ 周时ꎬ自噬相

关因子 ＡＴＧ５、Ｂｅｃｌｉｎ１、ＬＣ３￣Ⅱ的 ｍＲＮＡ 表达水平均

明显高于对照组(Ｐ<０.０５)ꎮ 模型组组内比较得出ꎬ
术后 ４ 周ꎬ自噬相关因子 ＡＴＧ５、Ｂｅｃｌｉｎ１、ＬＣ３￣Ⅱ的

ｍＲＮＡ 表达水平明显高于术后 ４ 周和术后 ８ 周(Ｐ<
０.０５)ꎬ术后 ８ 周ꎬ自噬相关因子 ＡＴＧ５、Ｂｅｃｌｉｎ１、ＬＣ３￣
Ⅱ的 ｍＲＮＡ 表达水平仍高于模型组 ２ 周(Ｐ<０.０５ꎬ
图 ３)ꎮ

图 ３. 各组自噬相关因子 ＡＴＧ５、Ｂｅｃｌｉｎ１、ＬＣ３￣Ⅱ ｍＲＮＡ 水

平的比较(ｘ±ｓꎬｎ＝ １０) 　 　 ａ 为 Ｐ<０.０５ꎬ与对照组比较ꎻｂ 为 Ｐ<
０.０５ꎬ模型组组内比较ꎮ

Ｆｉｇｕｒｅ ３. Ｃｏｍｐａｒｉｓｏｎ ｏｆ ＡＴＧ５ꎬ Ｂｅｃｌｉｎ１ꎬ ＬＣ３￣Ⅱ ｍＲＮＡ
ｌｅｖｅｌｓ ｉｎ ｅａｃｈ ｇｒｏｕｐ(ｘ±ｓꎬｎ＝ １０)

２.５　 颈总动脉组织中 ＡＴＧ５、Ｂｅｃｌｉｎ１、ＬＣ３￣Ⅱ蛋白的

表达

Ｗｅｓｔｅｒｎ ｂｌｏｔ 结果显示ꎬＡｐｏＥ－ / － 小鼠进行右侧

颈总动脉套管术后 ２ 周时ꎬ自噬相关因子 ＡＴＧ５、Ｂｅ￣
ｃｌｉｎ１、ＬＣ３￣Ⅱ的蛋白表达水平ꎬ较对照组无显著差异

(Ｐ>０.０５)ꎮ 术后 ４ 周、８ 周时ꎬ自噬相关因子 ＡＴＧ５、
Ｂｅｃｌｉｎ１、ＬＣ３￣Ⅱ的蛋白表达水平ꎬ与对照组组比较

均明显升(Ｐ<０.０５)ꎮ 模型组组内比较ꎬ术后 ４ 周

时ꎬ自噬相关因子 ＡＴＧ５、Ｂｅｃｌｉｎ１、ＬＣ３￣Ⅱ的蛋白表

达水平较术后 ２ 周、８ 周时均明显升高(Ｐ<０.０５)ꎬ术
后 ８ 周时ꎬ自噬相关因子 ＡＴＧ５、Ｂｅｃｌｉｎ１、ＬＣ３￣Ⅱ的蛋

白表达水平较术后 ２ 周时均升高(Ｐ<０.０５ꎬ图 ４)ꎮ

图 ４. 各组自噬相关因子 ＡＴＧ５、Ｂｅｃｌｉｎ１、ＬＣ３￣Ⅱ蛋白水平的

比较(ｘ±ｓꎬｎ＝ １０)　 　 Ａ 为蛋白印迹结果ꎮ Ｂ 为蛋白印迹灰度值

统计分析结果ꎮ ａ 为 Ｐ<０.０５ꎬ与对照组比较ꎻｂ 为 Ｐ<０.０５ꎬ模型组组

内比较ꎮ

Ｆｉｇｕｒｅ ４. Ｔｈｅ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｏｆ ＡＴＧ５ꎬ Ｂｅｃｌｉｎ１ ａｎｄ ＬＣ３￣Ⅱ(ｘ±
ｓꎬｎ＝ １０)

２１１ ＩＳＳＮ １００７￣３９４９ Ｃｈｉｎ Ｊ ＡｒｔｅｒｉｏｓｃｌｅｒꎬＶｏｌ ２５ꎬＮｏ ２ꎬ２０１７



３　 讨　 论

本实验选取 ＡｐｏＥ－ / －小鼠为实验对象ꎬ采用右侧

颈总动脉套管联合高脂喂养方法ꎬ试图建立颈总动

脉 Ａｓ 动物模型ꎬ以探究自噬在 Ａｓ 过程中的变化规

律ꎮ 实验结果显示ꎬ 对照组管壁较薄ꎬ 管腔无明显

变化ꎬ 并且巨噬细胞结构完整ꎬ 胞内无明显脂滴形

成ꎮ 与对照组比较ꎬ套管联合高脂喂养 ２ 周后ꎬ发现

部分管壁增厚且有少量细胞浸润ꎬ而且巨噬细胞内

可见脂滴和自噬体形成ꎬ自噬相关因子 ＡＴＧ５、
Ｂｅｃｌｉｎ１ 和 ＬＣ３￣Ⅱ的 ｍＲＮＡ 及其蛋白相对表达量虽

与对照组有差异ꎬ但差别无统计学意义ꎮ 模型组 ４
周管壁结构明显凌乱ꎬ可见泡沫细胞、炎性细胞浸

润ꎬ管腔有血栓形成ꎬ巨噬细胞内含有少量脂滴和

大量自噬体ꎬ３ 种自噬相关因子的 ｍＲＮＡ 及其蛋白

相对表达量均显著高于对照组、模型组 ２ 周和模型

组 ８ 周ꎮ 模型组 ８ 周内膜明显增厚ꎬ并有大量泡沫

细胞、炎性细胞浸润ꎬ造成血管管腔狭窄ꎬ巨噬细胞

内含有大量脂滴和少量自噬体ꎬ３ 种自噬相关因子

的 ｍＲＮＡ 及其蛋白相对表达量仍显著高于对照组、
模型组 ２ 周ꎮ 根据以上的主要实验结果可以得出ꎬ
本实验应用 ＡｐｏＥ－ / －小鼠进行右侧颈总动脉套管联

合高脂喂养ꎬ成功地建立了 Ａｓ 动物模型ꎬ并且较清

晰地重现了颈总动脉从管壁部分增厚、管壁结构改

变直至弹性膜结构明显减少、管腔狭窄的一系列病

理变化ꎬ较好模拟了 Ａｓ 的形成以及其中自噬变化规

律的连续过程ꎮ 不仅为今后进一步研究 Ａｓ 发病机

理和临床治疗ꎬ提供了较好的动物模型ꎬ而且ꎬ通过

对 Ａｓ 不同阶段自噬水平的分析ꎬ为下一阶段药物干

预实验(如在不同时间点选择性激活或抑制自噬来

进一步探究自噬在 Ａｓ 进程中发挥的作用)提供借

鉴ꎮ 但是ꎬ术后 ８ 周以后ꎬ自噬水平的变化情况如何

(继续下降或是稳定在较低的水平上)ꎬ将有待进一

步的观察研究ꎮ
自噬是细胞内的一种自救机制ꎬ在正常生理条

件下ꎬ 自噬在细胞内始终维持在较低水平ꎬ但是ꎬ当
处于饥饿或在某些疾病状态下(如肿瘤[９￣１０]、帕金森

病[１１￣１２])ꎬ细胞的自噬水平将显著升高ꎮ 另外ꎬ亦有

研究发现ꎬ当 Ａｓ 发生后ꎬ细胞内的自噬也将被大量

激活ꎮ 例如ꎬ用透射电镜观察人主动脉 Ａｓ 斑块(取
材于动脉内膜切除手术)内细胞的超微结构得出ꎬ
参与 Ａｓ 斑块形成的多种细胞内都有自噬体存在ꎬ在
泡沫细胞内脂滴及自噬体数目最多[４]ꎮ 本透射电

镜研究发现ꎬ在术后 ２ 周ꎬ巨噬细胞内已见有脂滴和

自噬体形成ꎬ到了术后 ４ 周ꎬ巨噬细胞内的脂滴和自

噬体数目远远大于模型组 ２ 周ꎮ 在体外实验研究

中ꎬ采用氧化型低密度脂蛋白(ｏｘ￣ＬＤＬ)刺激体外培

养普 通 小 鼠 和 ＡＴＧ－ / － 小 鼠 巨 噬 细 胞 后ꎬ 通 过

Ｗｅｓｔｅｒｎ ｂｌｏｔ 测定巨噬细胞内自噬信号通路相关蛋

白的表达ꎬ结果显示野生型巨噬细胞 ＬＣ３￣Ⅱ表达量

远远高于对照组ꎬ同时也远远高于 ＡＴＧ５－ / － [１３]ꎮ 本

研究发现ꎬ术后 ４ 周ꎬＡＴＧ５、Ｂｅｃｌｉｎ１ 和 ＬＣ３￣Ⅱ的

ｍＲＮＡ 和蛋白的表达量均高于对照组和模型组 ２
周ꎬ 与上述结果相似ꎬ说明在右侧颈总动脉套管手

术和高脂喂养的双重刺激下ꎬ小鼠颈总动脉组织自

噬大量激活并用于吞噬细胞内堆积的脂质ꎬ抑制脂

质的积聚和泡沫细胞的形成ꎬ可能在一定程度上起

到保护颈总动脉和抑制 Ａｓ 斑块形成的重要作用ꎮ
本研究同时也发现ꎬ在术后 ８ 周ꎬ巨噬细胞内自

噬体数目与模型组 ４ 周比较明显减少ꎬ ＡＴＧ５、
Ｂｅｃｌｉｎ１ 和 ＬＣ３￣Ⅱ的 ｍＲＮＡ 和蛋白的表达量也均明

显低于模型组 ４ 周ꎬ虽然仍高于对照组和模型组 ２
周ꎮ Ｄｅ Ｍｅｙｅｒ 等[１４]发现ꎬ在血管巨噬细胞、内皮细

胞等降解脂质和清除受损细胞器的过程中ꎬ会产生

一系列抑制自噬的中间产物ꎬ如蜡样质脂褐素和一

氧化氮(ＮＯ)ꎬ前者会被细胞内溶酶体吞噬导致溶

酶体酶失活ꎬ从而抑制自噬溶酶体的形成[１５]ꎻ后者

可以通过抑制 Ｂｅｃｌｉｎ１ 的形成来抑制自噬[１６]ꎮ 此

外ꎬ通过免疫组化定量检测人早期和晚期颈动脉 Ａｓ
斑块(动脉内膜切除手术取出)中的自噬情况得出ꎬ
与早期斑块(斑块稳定ꎬ纤维冒厚度>１００ μｍ)比较

较ꎬ人晚期斑块(斑块不稳定或破裂ꎬ纤维冒厚度<
１００ μｍ)中自噬相关基因 ＡＴＧ５ 的表达量明显降

低ꎬ自噬受体蛋白 Ｐ６２ 的表达量明显升高[１７]ꎮ 说明

随着 Ａｓ 发病时间延长ꎬ自噬水平并非持续一直上

升ꎬ而是在达到某一峰值后开始降低ꎮ 随着自噬水

平的降低ꎬ自噬在抑制 Ａｓ 和保护血管方面发挥的作

用可能将会降低ꎮ
综上所述ꎬ本实验通过采用 ＡｐｏＥ－ / －小鼠右侧颈

总动脉套管联合高脂喂养方法ꎬ成功地建立了 Ａｓ 动
物模型ꎮ 而且ꎬ首次通过在体实验(建立 Ａｓ 动物模

型)研究了自噬与 Ａｓ 的动态变化关系ꎮ 通过观察

术后 ２ 周、４ 周和 ８ 周 ３ 个时间点的颈总动脉组织

结构和巨噬细胞超微结构的变化ꎬ以及检测颈总动

脉组织 ＡＴＧ５、Ｂｅｃｌｉｎ１ 和 ＬＣ３￣Ⅱ的 ｍＲＮＡ 和蛋白的

相对表达量得出ꎬ自噬在 Ａｓ 的形成过程中持续激

活ꎬ当到达峰值后自噬水平将会逐渐降低ꎮ 但是ꎬ
有关自噬水平在术后 ８ 周以后将会如何变化ꎬ以及

此过程中自噬具体的作用机制ꎬ将有待于在今后的

３１１ＣＮ ４３￣１２６２ / Ｒ　 中国动脉硬化杂志 ２０１７ 年第 ２５ 卷第 ２ 期



实验中继续探究ꎮ

[参考文献]
[１] Ｗａｎｇ Ａ. Ｒｅｖｉｅｗ ｏｆ ｖｏｒａｐａｘａｒ ｆｏｒ ｔｈｅ ｐｒｅｖｅｎｔｉｏｎ ｏｆ ａｔｈｅｒｏ￣

ｔｈｒｏｍｂｏｔｉｃ ｅｖｅｎｔｓ [ Ｊ]. Ｅｘｐｅｒｔ Ｏｐｉｎ Ｐｈａｒｍａｃｏｔｈｅｒꎬ ２０１５ꎬ
１６(１６): ２ ５０９￣５２２.

[２] Ｍｉｚｕｓｈｉｍａ Ｎꎬ Ｋｏｍａｔｓｕ Ｍ. Ａｕｔｏｐｈａｇｙ: ｒｅｎｏｖａｔｉｏｎ ｏｆ ｃｅｌｌｓ
ａｎｄ ｔｉｓｓｕｅｓ [Ｊ]. Ｃｅｌｌꎬ ２０１１ꎬ １４７(４): ７２８￣７４１.

[３] Ｆｅｎｇ Ｙꎬ Ｈｅ Ｄꎬ Ｙａｏ Ｚꎬ ｅｔ ａｌ. Ｔｈｅ ｍａｃｈｉｎｅｒｙ ｏｆ ｍａｃｒｏａｕｔｏ￣
ｐｈａｇｙ [Ｊ]. Ｃｅｌｌ Ｒｅｓｅａｒｃｈꎬ ２０１４ꎬ ２４(１): ２４￣４１.

[４] Ｐｅｒｒｏｔｔａ Ｉ. Ｔｈｅ ｕｓｅ ｏｆ ｅｌｅｃｔｒｏｎ ｍｉｃｒｏｓｃｏｐｙ ｆｏｒ ｔｈｅ ｄｅｔｅｃｔｉｏｎ
ｏｆ ａｕｔｏｐｈａｇｙ ｉｎ ｈｕｍａｎ ａｔｈｅｒｏｓｃｌｅｒｏｓｉｓ [Ｊ]. Ｍｉｃｒｏｎꎬ ２０１３ꎬ
５０(７): １３.

[ ５ ] Ｏｕｉｍｅｔ Ｍꎬ Ｍａｒｃｅｌ ＹＬ. Ｒｅｇｕｌａｔｉｏｎ ｏｆ ｌｉｐｉｄ ｄｒｏｐｌｅｔ
ｃｈｏｌｅｓｔｅｒｏｌ ｅｆｆｌｕｘ ｆｒｏｍ ｍａｃｒｏｐｈａｇｅ ｆｏａｍ ｃｅｌｌｓ [ Ｊ]. Ａｒｔｅｒ
Ｔｈｒｏｍｂ Ｖａｓｃ Ｂｉｏｌꎬ ２０１２ꎬ ３２(３): ５７５￣５８１.

[６] 徐 翔ꎬ 吴 梅ꎬ 李 斌ꎬ 等. 动脉钳夹联合高胆固醇饮食、
维生素 Ｄ３ 建立大鼠颈总动脉粥样硬化模型[ Ｊ]. 国际

脑血管病杂志ꎬ ２０１３ꎬ ２１(４): ２８８￣２９２.
[７] 孙清琳ꎬ 吴 梅ꎬ 潘旭东ꎬ 等. 阿托伐他汀通过下调核因

子￣κＢ 减轻载脂蛋白 Ｅ 基因缺陷小鼠颈总动脉粥样硬

化[Ｊ]. 国际脑血管病杂志ꎬ ２０１５ꎬ ２３(８): ６１１￣６１６.
[８] Ｌｉｖａｋ ＫＪꎬ Ｓｃｈｍｉｔｔｇｅｎ ＴＤ. Ａｎａｌｙｓｉｓ ｏｆ ｒｅｌａｔｉｖｅ ｇｅｎｅ ｅｘｐｒｅｓ￣

ｓｉｏｎ ｄａｔａ ｕｓｉｎｇ ｒｅａｌ￣ｔｉｍｅ ｑｕａｎｔｉｔａｔｉｖｅ ＰＣＲ ａｎｄ ｔｈｅ ２(￣Ｄｅｌｔａ
Ｄｅｌｔａ Ｃ ( Ｔ)) Ｍｅｔｈｏｄ [ Ｊ]. Ｍｅｔｈｏｄｓꎬ ２００１ꎬ ２５ ( ４):
４０２￣４０８.

[９] Ｂｅｌａｉｄ Ａꎬ Ｎｄｉａｙｅ ＰＤꎬ Ｃｅｒｅｚｏ Ｍꎬ ｅｔ ａｌ. Ａｕｔｏｐｈａｇｙ ａｎｄ
ＳＱＳＴＭ１ ｏｎ ｔｈｅ ＲＨＯＡ(ｄ) ａｇａｉｎ: ｅｍｅｒｇｉｎｇ ｒｏｌｅｓ ｏｆ ａｕｔｏ￣

ｐｈａｇｙ ｉｎ ｔｈｅ ｄｅｇｒａｄａｔｉｏｎ ｏｆ ｓｉｇｎａｌｉｎｇ ｐｒｏｔｅｉｎｓ [Ｊ]. Ａｕｔｏｐｈ￣
ａｇｙꎬ ２０１４ꎬ １０(２): ２０１￣２０８.

[１０] Ｌｉｎｇ Ｘꎬ Ｘｕ Ｃꎬ Ｆａｎ Ｃꎬ ｅｔ ａｌ. ＦＬ１１８ ｉｎｄｕｃｅｓ ｐ５３￣ｄｅｐｅｎｄ￣
ｅｎｔ ｓｅｎｅｓｃｅｎｃｅ ｉｎ ｃｏｌｏｒｅｃｔａｌ ｃａｎｃｅｒ ｃｅｌｌｓ ｂｙ ｐｒｏｍｏｔｉｎｇ
ｄｅｇｒａｄａｔｉｏｎ ｏｆ ＭｄｍＸ [ Ｊ]. Ｃａｎｃ Ｒｅｓꎬ ２０１４ꎬ ７４(２４):
７ ４８７￣４９７.

[１１] 樊申元ꎬ 靳二辉. 耐力训练对帕金森模型小鼠中脑线

粒体自噬相关基因表达的影响[ Ｊ]. 中国康复医学杂

志ꎬ ２０１５ꎬ ３０(５): ４３７￣４４２.
[１２] Ｏｕｙａｎｇ Ｌꎬ Ｚｈａｎｇ Ｌꎬ Ｌｉｕ Ｂ. Ａｕｔｏｐｈａｇｙ ｐａｔｈｗａｙｓ ａｎｄ ｋｅｙ

ｄｒｕｇ ｔａｒｇｅｔｓ ｉｎ Ｐａｒｋｉｎｓｏｎｓ ｄｉｓｅａｓｅ [Ｊ]. Ａｃｔａ Ｐｈａｒｍ Ｓｉｎꎬ
２０１６ꎬ ５１(１): ９￣１７.

[１３] Ｏｕｉｍｅｔ Ｍꎬ Ｆｒａｎｋｌｉｎ Ｖꎬ Ｍａｋ Ｅꎬ ｅｔ ａｌ. Ａｕｔｏｐｈａｇｙ ｒｅｇｕｌａｔｅｓ
ｃｈｏｌｅｓｔｅｒｏｌ ｅｆｆｌｕｘ ｆｒｏｍ ｍａｃｒｏｐｈａｇｅ ｆｏａｍ ｃｅｌｌｓ ｖｉａ ｌｙｓｏｓｏｍａｌ
ａｃｉｄ ｌｉｐａｓｅ [Ｊ]. Ｃｅｌｌ Ｍｅｔａｂꎬ ２０１１ꎬ １３(６): ６５５￣６６７.

[１４] Ｄｅ Ｍｅｙｅｒ ＧＲＹꎬ Ｇｒｏｏｔａｅｒｔ ＭＯＪꎬ Ｍｉｃｈｉｅｌｓ ＣＦꎬ ｅｔ ａｌ. Ａｕ￣
ｔｏｐｈａｇｙ ｉｎ Ｖａｓｃｕｌａｒ Ｄｉｓｅａｓｅ [ Ｊ]. Ｃｉｒｃ Ｒｅｓꎬ ２０１５ꎬ １１６
(３): ４６８￣４７９.

[１５] Ｋｕｒｚ Ｔꎬ Ｔｅｒｍａｎ Ａꎬ Ｂｒｕｎｋ ＵＴ. Ａｕｔｏｐｈａｇｙꎬ ａｇｅｉｎｇ ａｎｄ
ａｐｏｐｔｏｓｉｓ: ｔｈｅ ｒｏｌｅ ｏｆ ｏｘｉｄａｔｉｖｅ ｓｔｒｅｓｓ ａｎｄ ｌｙｓｏｓｏｍａｌ ｉｒｏｎ
[Ｊ]. Ａｒｃｈ Ｂｉｏｃｈｅｍ Ｂｉｏｐｈｙｓꎬ ２００７ꎬ ４６２(２): ２２０￣２３０.

[１６] Ｓａｒｋａｒ Ｓꎬ Ｋｏｒｏｌｃｈｕｋ ＶＩꎬ Ｒｅｎｎａ Ｍꎬ ｅｔ ａｌ. Ｃｏｍｐｌｅｘ ｉｎｈｉｂｉ￣
ｔｏｒｙ ｅｆｆｅｃｔｓ ｏｆ ｎｉｔｒｉｃ ｏｘｉｄｅ ｏｎ ａｕｔｏｐｈａｇｙ [ Ｊ]. Ｍｏｌ Ｃｅｌｌꎬ
２０１１ꎬ ４３(１): １９￣３２.

[１７] Ｌｉ Ｗꎬ Ｓｕｌｔａｎａ Ｎꎬ Ｓｉｒａｊ Ｎꎬ ｅｔ ａｌ. Ａｕｔｏｐｈａｇｙ ｄｙｓｆｕｎｃｔｉｏｎ
ａｎｄ ｒｅｇｕｌａｔｏｒｙ ｃｙｓｔａｔｉｎ Ｃ ｉｎ ｍａｃｒｏｐｈａｇｅ ｄｅａｔｈ ｏｆ ａｔｈｅｒｏ￣
ｓｃｌｅｒｏｓｉｓ [Ｊ]. Ｊ Ｃｅｌｌ Ｍｏｌ Ｍｅｄꎬ ２０１６ꎬ ２０(９):１ ６６４￣６７２.

(此文编辑　 朱雯霞)

４１１ ＩＳＳＮ １００７￣３９４９ Ｃｈｉｎ Ｊ ＡｒｔｅｒｉｏｓｃｌｅｒꎬＶｏｌ ２５ꎬＮｏ ２ꎬ２０１７


